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Abstract of DE4241330 

Conventional determn. of anticardiolipin antibodies (Ab) by enzyme linked immunosorbent assay 
(ELISA) involves (1) immobilising cardiolipin (I) on polystyrene mlcrotitre plates; (2) blocking residual 
binding sites; (3) incubation with patient sample; (4) detecting Ab-(l) with peroxidase-labelled anti- 
human Ab(lgG or IgM) and colour development from enzyme substrate; (5) quantifying Ab from the 
measured dye extinction. 

This method is modified to permit differentiation between Ab directed against (I) and those against the 
(l)/beta2-glycoprotein 1 (bGM) complex. This involves (a) after coating wells with (I) at 30 micrg/well 
blocking with a soln. of either 1% bovine serum albumin (BSA) and human bGP1 (50 micrg/well) or 1% 
BSA and 20% adult bovine serum (contg. the bovine equiv. of bGM), these solns. are also used for 
sample dilution; (b) removing autologous bGP1 from the sample with heparin-Sepharose and (c) 
subtraction of a blank value from the measured extinction. 

USE/ADVANTAGE - This method is used for diagnosis of autoimmune diseases (associated with 
presence of anti-(l) Ab). The method is specific for anti-(l) Ab, avoiding confusion with anti-complex Ab 
(which are associated with thrombo-embolic disorders). The correction with a blank reading accounts 
for non-specific binding. The method is suitable for early diagnosis. 
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(54)Testverfahren zur Differenzierung von gegen Cardiolipin (Anticardiolipin-Antikorper) und gegen einen 
Komplex aus Cardiolipin und S2-Glykoprotein I gerichteten Antikorpern 

(§) Das Patent beinhaltet 

- die Entfernung von autologem p2-Glykoprotein 1 aus Seren 
oder Plasmen fur deren Einsatz im ELISA zur Differenzierung 
von gegen Cardiolipin (Anticardiolipin Antikorper) und gegen 
einan Komplex aus Cardiolipin und p2-Glykoprotein I gerich- 
teten Antikorpern, 

- die Durchfuhrung des ELISA zur Differenzierung von gegen 
Cardiolipin (Anticardiolipin Antikorper) und gegen einen 
Komplex aus Cardiolipin und (32-Glykoprotein I gerichteten 
Antikorpern in zwei Varianten, sowie 

- eine Auswertemethode fur den ELISA, welche die unspezi- 
fische Bindung der einzelnen Proben ausschlie&t 

Das Patent kann als Testbesteck entwickelt, gewerblich 
vertrieben und differential- oder auch fruhdiagnostisch in 
klinischen Laboratorien eingesetzt werden. 
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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingeretchten Unterlagen entnommen 



Die Erfindung im Bereich der Biotechnologie ist als Spezifizierung und somit Yerbesseriing der Diagnostik 
von Antikdrpern gegen Cardiolipin zubewerten. 

5 Derzeit verwendete kommerzielle Enzymimmunoassays zur Bestimmung von Anticardioiipin Antikdrpern 
crlauben keine Unterscheidung von Antikdrpern gegen Cardiolipin und Antikdrpern gegen den Komplex aus 
Cardiolipin und (32-Glykoprotein 1. AuBerdem findet die unspezifische Bindung der einzelnen Proben, die in der 
GrdDenordnung der spezifischen Bindung liegen kann, keine BerQcksichtigung bei der Auswertung (Testbegleit- 
schriften der Firma ELIAS Medizintechnik GmbH, Freiburg und Firma LD Labordiagnostik GmbH, Hagen). 

10 Festlegungen eines internationalen Workshops zur Standardisierung des Testes zur Bestimmung von Anticar- 
dioiipin Antikorpern [Harris E.N., A.E. Gharavi, S.P. Patel and G.RV. Hughes. (1987). Evaluation of the anti-car- 
diolipin antibody test: report of an international workshop held April 4, 1986. Clin. Exp. Immunol. 68, 215—222.] 
erlaubt die Verwendung von 10% Fetalem Kalberserum, 10% Adultem Rinderserum, 1% Rinderserumalbumin 
oder 1.5% Rinderserumalbumin/03% Gelatine als Blockierungs- und Verdiinnungsmedium und die Subtraktion 

15 von Blankwerten, welche die individuelle unspezifische Bindung der einzelnen Proben ausschlieBt, wird nicht 
gefordert. 

Phospholipidbindende Antikdrper (Anticardioiipin Antikdrper und Lupus Antikoagulans) werden heute ent- 
sprechend den zu ihrem Nachweis verwendeten Testverfahren (Anticardioiipin Antikorper mittels ELISA; 
Lupus Anticoagulans durch einen phospholipidabhangigen Gerinnungstest z. B. PTT, APTT, KCT, RWT) oder 

20 nach ihrem Auftreten bei bestimmten Krankheitsbildern (im Rahmen von Autoimmunerkrankungen und Infek- 
tionskrankheiten oder selbstandig als Primares Antiphosphoiipidsyndrom, welches sich durch wiederholt auftre- 
tende Thrombosen oder Embolien unklarer Genese auszeichnet, klassifiziert Eine positive Korrelation von 
IgG-Anticardiolipin Antikdrpern, die Lupus Antikoagulans Aktivitat zeigten, und thrombo-embolischen Kom- 
plikationen wurde vielfach nachgewiesen. Beim Nachweis von Anticardioiipin und Lupus Antikoagulans Anti- 

25 kdrpern wurden unter Verwendung der verschiedenen Teste haufig Oberschneidungen gefunden (bestimmte 
Anticardioiipin Antikdrper zeigten Lupus Antikoagulans Aktivitat im Gerinnungstest. und bestimmte Lupus 
Antikoagulans Antikdrper zeigten eine positive Reaktion im ELISA). Andererseits wurde die Eigenst£ndigkeit 
. von Anticardioiipin und Lupus Antikoagulans Antikorpern durch deren Separierung aus Plasmen, die beide 
.Arten der phospholipidbindenden Antikdrpern enthielten, gezeigt (McNeil H.P, C.N. Chesterman and SA. Crilis. 

30 (1989). Anticardioiipin antibodies and lupus anticoagulants comprise antibody subgroups with different 
phospholipid binding characteristics. Br. J. Haematol. 73, 506—513). Anticardioiipin Antikorper wurden als 
solche definiert, die positiv im ELISA und negativ im Gerinnungstest waxen, Lupus Antikoagulans Antikdrper 
waren entsprechend im EUSA negativ. Infolge der erwahnten Uberschneidungen war es naheliegend, daB es 
eine dritte Gruppe von Antikdrpern gibt, die in beiden Testen eine positive Reaktion zeigt Diese Gruppe von 

35 Anticardioiipin Antikdrpern mit Lupus Antikoagulans Aktivitat binden an einen Komplex aus Cardiolipin und 
P2-Glykoprotein 1 und konnen schnell mit dem beschriebenen Testverfahren angezeigt werden. 

Das Verfahren kann als Testbesteck entwickelt und filr eine spezifizierte Diagnostik von Anticardiolipin-Anti- 
kdrperri im klinischimmunologischen Labor angewendet werden. Es erlaubt die Unterscheidung von Anticardio- 
iipin. Antikorpern, die im Rahmen von Autoimmunerkrankungen auftreten von solchen die mit den beschriebe- 

40 nen Gerinnungsstorungen verbunden sind. Der Test konnte fruhdiagnostische Bedeutung besitzen, da Anticar- 
dioiipin und Lupus Antikoagulans Antikorper haufig lange Zeit vor Eintreten einer Thrombose oder Embolie 
nachgewiesen wurden. 

Vorbehandlung von Seren/PIasmen 

AS 

Komplement in Seren/PIasmen darf nicht durch Hitze (30 min^ 56° C) inaktiviert werden. Adsorption von 
autoiogem |}2-Glykoprotein 1 in Seren/PIasmen durch heparinaktivierte Sepharose: 1 g heparinaktivierte Se- 
pharose ist in 200 ml Bindungspuffer fur mindestens 15 min. zu quellen und anschlieBend fttr weitere 15 min. zu 
rQhren. Danach wird die Suspension fiber eine Glasfilternutsche (Por 40) abgesaugt und fUr ca. 10 min. mit 

50 Bindungspuffer gewaschen. Nachdem die FlQssigkeit weitestgehend entfernt ist, werden 0.1 g diesen Materials 
zu 1 ml des 1 : 100 verdlinnten (10 mM Phosphatpuffer, 0.125M NaCl/1% Rinderserumalbumin) Serums/Plasmas 
gegeben und iiber Nacht bei 4°C stehengelassen. Vor Einsatz der Seren/PIasmen im ELISA werden diese 
zentrifugiert (10 min,, 3000 g). Die Heparinsepharose kann durch einstlindige Einwirkung des Abldsepuffers 
regeneriert und nach grQndlichem Waschen mit Bindungspuffer erneut verwendet werden. Dem Bindungspuffer 

55 sollte zur Aufbewahrung der heparinaktivierten Sepharose bei 4° CThiomersal (0.1 %) zugesetzt werden. 

Bindungs- und Abldsepuffer: 1.09 g Na2HP04 

0J53gKH 2 PO 4 
Binden: 292gNaCl 
60 Abldsen: . 58.50 gNaCl 

mit destilliertem Wasser jeweils auf 1000 ml, pH 72. 

ELISA zur Differenzierung von Anticardioiipin Antikorpern 

65 . 

1 . Beschichten von Polystyrol Mikrotiterplatten (96 Kavitaten, F-Form, polysorb, Fa. Nunc) 
In eine Haifte der Kavitaten (A- H 6-12) von Mikrotiterplatten werden 40 \i\ einer ethanolischeri Losung von 
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Cardioliptn (0.75 mg/ml^^g Cardiolipin/Kavitat), in die andere Halfte (A ^^-6) 40 ul; Ethano! (Blankwerte) 
gegeben. Zur Beschichtun^erden die Platten uber Nacht bei Raumtemperatur unter Wasserstrahlpumpenva- 
kuum in einem mit Blaugel (Trockenmittei) bestuckten Exsikkator belassen. 

2 Waschen 

Die einzelnen Kavitaten sind zweimal mit 10 mM Phosphatpuffer, 0.125 M NaCi zu waschen. 

3. Blockierung freier Bindungsstellen 

Eine Halfte (A-H 1-3 und A-H 6-9) der mit Ethanol und Cardiolipin beschichteten Kavitaten ist mit jeweiis 
100 ul humanem p2-Glykoprotein I (05 mg/ml) oder 20% Adultem Rinderserum in 10 mM Phosphatpuffer, 0.1 
M NaCi, die andere (A-H 4-6 und A-H 7-12) mit 1% Rinderserumalbumin (jeweiis in 10 mM Phosphatpuffer 
0.1 MNaCI)zubestuckenundfur2hbei22°CzuinkubiererL 

4. Waschen 

Die einzelnen Kavitaten sind dreimai mit 10 mM Phosphatpuffer, 0.125 M NaCi zu waschen. 

5. Inkubation mit Patientenproben 

100 u-I der verdiinnten und an heparinaktivierter Sepharose inkubierten Seren/PIasmen sind mindestens in 
Doppelansatzen fur 2 h bei 22° Czu inkubieren. 

6. Waschen . 25 

Die einzelnen Kavitaten sind dreimai mit 10 mM Phosphatpuffer, 0.1 25 M NaCi zu waschen. 

7. Inkubation mit konjugierten Antikorpern 

Peroxidase-konjugiertesZiege-Anti-Human-IgGistentsprechenddervom Hersteller empfohlenen Vorgaben . 3 ° 
in 10 mM Phosphatpuffer, 0.1 M NaCi 1 % Rinderserumalbumin zu verdunnen. 100 \i\ der Konjugatlosung ist in 
die Kavitaten der Mikrotiterplatte zu geben und fur 1.25 h bei 22°Czu inkubieren. - 

8; Waschen 

Die einzelnen Kavitaten sind dreimai mit 10 mM Phosphatpuffer, 0.125 M NaCi zu waschen. 

9. Substratinkubation und Messen der Extinktionen 

Zur Entwicklung des Testes sind 100 uJ Substratldsung [6 mg OPD in 15.0 ml Substrat puffer und 6 u-l H 2 0 2 
(30%)] in jede Kavitat zu geben und fur 30 Min. bei 22° C im Dunkeln zu inkubieren. Nach Abbruch der Reaktion 
durch 1 00 p.1 4N H2SO4 sind die Extinktionen bei 492 nm mittels ELIS A-Reader zu messen. 

Substratpuffer: 
3.645 ml 0.1 M Zitronensaure 
3.855 ml 02M Na 2 HPO 4 
7.5 ml destilliertes H2O 

Phosphatpuffer: 
1.09gNa 2 HPO 4 
0.53gKH 2 PO4 
5.84 gNaCl (0.1 M) 
7.30 gNaCl (0.125 M) 
mit destilliertem H 2 0 auf 1 000 ml, pH 7.2. 



35 



40 



45. 



50 



55 



Von den Blank- und ProbenmeBwerten ist der Durchschnittswert zu bestimmen. Der korrigierte Probenwert 
vvelcher die individuelle unspezifische Bindung der einzelnen Seren ausschlieBt, ergibt sich durch Subtraktion 
der Blankwerte von den entsprechenden ProbenmeBwerten. Als Negativkontrolle wurde ein Serumpool von 
Anticardiohpin Antikcirper negativen Blutspendern (Normalserumpool) mitgefuhrt. Der negativ-positiv-Grenz- 6 o 
wert ergibt sich durch Addition der dreif achen Standardabweichung der im Normalserumpool vereinigten Seren 
zu dem Probenwert des Normalserumpools, weicher auf jeder Platte zu bestimmen ist Die Standardabweichung 
wurde mit 0.069 unter Verwendung von 223 Norraalseren ermittelt. 
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Beispiele 

Tabellel 

Vergleich der Extinktionen Anticardiolipin Antikdrper-positiver Seren von Patienten mit verschiedenen 
Krankheitsbildern gegen den Komplex aus Cardiolipin und p2-GIykoprotein 1 (El) und gegen Cardiolipin (E2). 

Bei den mit Stern gekennzeichneten Seren wurde gerinnungsanalytiscli ein 
Lupus An tikoagulans nachgewiesen. 

En Quotient (E1/E2) von »1 ist Indikator fur Antikorper gegen den Komplex 
aus Cardiolipin und ^2-Glykoprotein I. 



Serum 


El 


E2 


E1/E2 


Syphilisseren 


1 


0.126 


0.374 


•0.33 


2 


: 0.458 


0.962 


0.47 


3 


0.949 


. 0.912 


1.04 


4 


" 0.274 


1.139 


0.24 


5 


0.400 


0.846 


0.47 


PBC-Seren 


1 


1.205 


1.076 


1.12 


2 


0.335 


0.665 


0.50 


3 


0.300 


0.713 


0.42 


Seren mit habicuellem Abort 


1 


0.729 


1388 


0.46 


2 


0.284 


1331 


033 


3 


0311 


1.400 


032 


4 


0.761 


1.465 


032 ■ 


5* 


1.369 


0371 


5.05 


6* " : ' 


1.588 


0352 


630- 


7* 


1.136 


0310 


5.41 
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Seren von Patienten mit autoimmunen Schilddriisenerkrankungen: 5 
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0.48 
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1.403 


0.14 
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0.847 


0.18 
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1.485 


0.38 
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1.322 


0.18 


XO . 


0.162 


0,923 


0.17 


14 




1.301 


0.43 


Id 


0.044 


0.308 


0.08 


16 


0.901 


1.589 


0.57 


17 . 


0.493 


1.410 


0.35 


18 


O.66S 


1.509 . 


0.44 


19 


0.263 


1.226 


0.21 


20 


0.210 


1.114 


0.19 


21 . 


0.322 


1.134 


0.28 


Seren von Patienten mit Systemischem Lupus Erythernatodes: 


1 


0.144 


0.788 


0.18 


2 


0.164 


0.665 


0,25 


3 


1.121 


1.126 


0.99 


4 


0.162 • 


0.595 


0.27 


5„ 


0.427 


0.684 


0.62 


6 


0.202 


0.354 


0.57 


7 


0.886 


.. 0.872 


1.01 


8 


0.297. 


.0.571 


0.52 


9 


.0.728 


0.310 


2.35 


10 


0.286 


0.421 


0.68 
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Tabelle2 

Vergleich der Extinktionen im ELISA unter Venvendung von 20% Adultem Rinderserum (ABS), 20% Fetalem 
Kalberserum(FCS), 1% Rinderserumalbumin (RSA) und p2-Glykoprotein I zum Blockieren derfesten Phase 



Serum 


20% ABS 


GPI 


20%FCS 


1%RSA 


Seren mit Quotient » 1 (GPI essentiell) 


habitueller Abort 5* 


1.263 


1.321 


1.075 


0.248 


habitueller Abort 6* 


1.488 


1.534 


1.251 


0234 


habitueller Abort 7* 


1.201 


1.169 


0.953 


0.214 


SUE 9 


0.734 


0.765 


0.609 


0.270 


Seren mit Quotient von etwa 1 


PBC 1 


1.216 


1.167 


1.169 


1.146 


SLE7 


0.907 


0.895 . 


0.873 


0.882 


Syphilis 3 


0.934 


0.956 


0.922 


0.928 


Seren mit Quotient < i 


SD-ANA neg. 4 


0.862 


0.902 


0.867 


1.531 


SD ANApos. 9 


0.217 


0.200 


0.234 


1.383 


habitueller Abort 4 


0.744 


0.761. 


0.795 


1.405 



Patentanspruch . 

Die Bestimmung von Anticardiolipin-Antikorpern im Enzym-Linked-Iramunosorbent- Assay (ELISA) er- 
folgt mit adsorbtiv an der Oberf&che von Polystyrol-Mikrotiterplatten gebundenem Cardiolipin. Nach 
Blockierung von an der Oberflache verbliebenen freien Bindungsstellen, die mit Ldsungen von Rinderseru- 
malbumin, Fetalem KSlberserum oder anderer Proteine erfolgen kann, wird mit Patientenproben inkubiert 
Darin enthaltene Anticardiolipin-Antikorper binden spezifisch an Cardiolipin und werden anschlieBend mit 
peroxidasemarkierten Anti-Human-Antikdrpern (IgG oder IgM) nachgewiesen. Die Enzym-Substratreak- 
tion ist mit einer Farbstoffbildungsreaktion gekoppelt Auf Grund der Proportionality von gebildetem 
Farbstoff und der durch Cardiolipin gebundenen Anticardiolipin-AntikSrper erfolgt deren Quantifizierung 
durch Messen der Extinktionen im Absorbtionsmaximum des Farbstoffes. Der beschriebene Assay erlaubt 
keine Differenzier.ung von Anticardiolipin-Antikorpern. 

Testverfahren zur Differenzierung von gegen Cardiolipin (Anticardiolipin-Antikorper) und gegen einen 
Komplexaus Cardiolipin und p2-Glykoprotein 1 gerichtetenAntikorpenvdadurch gekennzeichnet, daB 

1. nach Beschichtung mit Cardiolipin (30 fig/Kavitat) im Blockierungsschritt und zur VerdUnnung der 
Seren/Plasmen folgende Proteinlosungen verwendet werden: 

1 .1 1 % Rinderserumalbumin und humanes P2-Glykoprotein I (50 jig/Kavitat) oder 

\2 1% Rinderserumalbumin und 20% Adultes Rinderserum (enthaUtp2-Glykoprotein l-aquivalent 

desRindes); 

2. die Entfernung von autologem p2-Glykoprotein I aus Patientenseren oder -plasmen durch Inkuba- 
tion mit Heparinsepharose erfolgt; 

3. die Subtraktion von Blankwerten einer jeden Probe in der Auswertung Berucksichtigung findet 
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Abbildung 1: Untersuchung von affinitatsgereingten Fraktionen'eines 

Serums mit Antikorpern gegen den Komplex aus Cardiolipin 
und ft2-GlykoproteinI mit 10 und 20% Adultem Rinderserum, 
1% Rinderserumalbumin und ft2-Glykoprotein I im ELISA. 
• (zeigt, da£ £2-Glykoprotein I durch 20% Adultes Rinderserum 
. ersetzt werden kann). OD 492=E\tinktion bei 492 nm. 




Fraktion 

b — 1% Rinderserumalbumin 
10 % Adultes Rinderserum 
3 — 20% Adultes Rinderserum 
i A2-Glykoprotein I (SO ^g/Kavitat) 
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